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1. 要旨 
	 造血には様々な因子が関与しているが、特に転写因子は時期特異的および細胞系列
特異的に発現し、血球分化に必要な遺伝子の発現を制御し血球系列の決定に寄与する。
赤血球分化に必須である転写因子 GATA1 は、GATA-SCL/TAL1 複合体を形成し制
御を行っているが、その遺伝子発現制御には複合体を形成する転写共役因子も重要な
役割を担っている。GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子である Lim-only protein 2 
(LMO2)は複合体のアダプター蛋白として知られており、直接 DNA に結合すること
なく造血に関与する遺伝子を制御している。Lmo2 欠損マウスは胎生致死であること
から、LMO2 は造血幹細胞や赤血球分化に必須であることが示唆される。マウス赤芽
球系細胞株を用いた LMO2 制御下遺伝子群の網羅的探索の報告によると、LMO2 が
赤芽球における遺伝子発現において主に抑制的に機能することを示していたものの、
ヒトの赤血球分化における LMO2 の機能の詳細は不明なままである。そこで、本研
究ではヒトの赤血球分化における LMO2 の機能を解析することを目的とした。 
	 まず、赤血球系細胞株である K562 細胞を用いて siRNA による RNA 干渉により
LMO2 の発現を一過性に抑制し、ヘミン添加による赤血球分化誘導を行った結果、ベ
ンジジン陽性細胞数は低下し、β-globin (HBB) 、α-globin (HBA) γ-globin (HBG)
遺伝子の有意な発現低下を認め、LMO2 が赤血球分化を促進する方向に働く可能性が
示唆された。次に、LMO2 制御下の遺伝子発現プロファイルを包括的に検討するため、
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K562 細胞の LMO2 発現を siRNA による RNA 干渉により抑制し cDNA マイクロア
レイ解析を施行した。LMO2 の発現低下により、1.5 倍以上発現が上昇した遺伝子は
177 遺伝子、1.5 倍以上発現が低下した遺伝子は 78 遺伝子であり、発現が低下した遺
伝子の中には赤血球関連遺伝子である HBB、SLC4A1 が含まれていた。また、cDNA
マイクロアレイの結果と K562 細胞における GATA1 抗体を用いたクロマチン免疫沈
降シークエンス法 (ChIP sequence)の結果を比較したところ、LMO2 低下により発現
が上昇した遺伝子では 26.4 %、発現が低下した遺伝子では 23.1 %が GATA1 により
直接制御されている可能性が示唆された。GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子であ
る GATA1、SCL/TAL1、LDB1 の発現は LMO2 の発現抑制により影響されなかった
が、GATA1、SCL/TAL1、LDB1 のクロマチンへの結合が低下しており、LMO2 は
GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子をクロマチンへ集め結合させることで GATA1
の標的である赤血球関連遺伝子の制御に寄与していると考えられた。ヒトの赤血球分
化により近い細胞で LMO2 の機能解析を行うため、ヒト CD34 陽性細胞由来の赤芽
球を用いて shRNA による RNA 干渉を行ったところ、K562 細胞の結果と同様に
GATA1 の発現量は維持されたまま、GATA1 標的遺伝子である HBB、HBA、SLC4A1
の発現は抑制された。 
	 以上の結果より、LMO2 は赤血球分化に重要な役割を果たしており、その機序とし
ては赤血球分化に重要な役割を持つ GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子のクロマチ
ンへ上での安定化に寄与している可能性が示唆された。 
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2. 研究背景 
	 血液細胞は赤血球、白血球、血小板の 3 系統からなり、すべて骨髄中に存在する自
己複製能、多分化能を有する造血幹細胞に由来する。造血幹細胞は造血前駆細胞を経
てそれぞれの血球へと分化しその機能を発揮する。造血幹細胞の維持、各系統への分
化は造血因子、転写因子、骨髄微小環境が作用していると考えられている。特に血球
分化においては様々な転写因子が同定されており、その発現時期と発現量により血球
分化、増殖は厳密に制御されている 1)。 
	 造血にはジンクフィンガー型蛋白質である GATA 転写因子群が必須である 2)3)。
GATA 転写因子群は GATA1 から GATA6 まで同定されており、GATA1、GATA2、
GATA3 が造血に関与している。GATA1 は、赤血球、巨核球、好塩基球、肥満細胞
の分化に必須であり 4)5)、GATA2 は造血幹細胞の維持、増殖に寄与している 6)。また
GATA3 は T リンパ球の分化に重要である 7)。 
	 赤血球は、造血幹細胞から骨髄系共通前駆細胞、前赤芽球、赤芽球、網状赤血球の
過程を経て産生され主に組織への酸素供給を行う。赤血球造血は、造血因子であるエ
リスロポエチン、転写因子 GATA1 が主体となり制御されている 8) 。GATA1 は、2
つのジンクフィンガードメインによりDNAの (A/T)GATA(A/G)配列を認識して結合
し、さまざまな赤血球特異的な遺伝子の発現制御に関与している 9)10)。一般に転写因
子の遺伝子発現制御には、複合体の形成や、共役因子、基本転写因子群、クロマチン
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修飾酵素などが関与する 1)が、GATA1 も複合体を形成して遺伝子発現制御を行う
11)12) 。GATA1 は、塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス (bHLH: basic 
helix-loop-helix)型の転写因子である SCL/TAL1 と複合体を形成し、造血幹細胞の維
持増殖、赤血球分化、巨核球分化を制御している 11)12)13)。この GATA-SCL/TAL1 複
合体は E2A、LDB１、ETO2、LMO2 とともに構成され 2)12)-19)、GATA1 と SCL/TAL1
は上述の GATA 結合配列と、8〜12bp 近傍に存在し CANNTG (N は任意の塩基)で
表される E-box に結合し標的遺伝子の発現を制御する 11)17)20)。 
	 GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子である LMO2 は、156 アミノ酸からなる 2 つ
のジンクフィンガードメイン (LIM1、LIM2)を持つ蛋白質で、DNA への直接的な結
合ではなく、蛋白質同士の結合を介して遺伝子発現制御を行っている 21)。LMO2 は、
急性 T リンパ球性白血病の原因となる染色体転座の標的遺伝子として同定された因
子である 22)23) 。T 細胞特異的に LMO2 を過剰発現するマウスでは、胸腺での T 細胞
の自己複製が促進され白血病化に関与していると報告されている 24)。近年、びまん性
大細胞型 B 細胞性リンパ腫においても LMO2 の過剰発現が予後不良因子であるとの
報告もある 25) 。一方、Lmo2 欠損マウスは卵黄嚢の一次造血不全による胎生致死で
あることから LMO2 は正常な赤血球造血に重要であると考えられている 26)。また、
LMO2 は血管新生 27)、成体での造血 28)、造血幹細胞の維持 29)にも関与しているとの
報告がある。造血幹細胞では GATA-SCL/TAL1 複合体として GATA2、SCL/TAL1、
LMO2、LDB１により複合体が形成され、赤芽球、巨核球では GATA1、SCL/TAL1、
6 
 
LMO2、LDB１により形成される 11)12)。急性 T リンパ球性白血病では、SCL/TAL1、
E47、LYL1、LDB1	 による複合体を形成し 30)、びまん性大細胞型 B 細胞性リンパ
腫では、SCL/TAL1、E2A、LYL1、LDB１、SP１との複合体を形成し、それぞれ遺
伝子発現制御を行っている 31)。 
	 これまでのマウス赤芽球における LMO2 の機能解析はさまざまな報告がある。マ
ウス赤芽球系細胞株である G1E-ER-GATA1 細胞を用いた Lmo2 の siRNA による
RNA 干渉の解析では、LMO2 の発現抑制により赤芽球において Friend of GATA1 
(FOG1) 非依存的な GATA1 標的遺伝子の発現が上昇した 16)。一方、同細胞を用いた
shRNAによるLMO2発現抑制では、GATA1を介したHbb-b1及びalpha hemoglobin 
stabilizing protein (Eraf)の転写活性化の抑制が認められた 17)。また、マウス赤芽球
系細胞株である G1E-ER-GATA1 細胞やマウス赤白血病細胞株である MEL 細胞で
LMO2 を過剰発現させたところベンジジン陽性細胞数が減少したとの報告がある一
方で 32)33)、マウス骨髄前駆細胞 (Linage-、Sca1+)での LMO2 強制発現ではベンジジ
ン細胞数が増加したとの報告もある 34)。 
  これまでに、T 細胞性白血病での LMO2 の機能はよく解析されているにもかかわ
らず、上述のようにマウス赤芽球での LMO2 の発現抑制、過剰発現による遺伝子発
現制御や赤血球分化ついての見解はさまざまであり、赤芽球における LMO2 の機能
の詳細は明らかになっていない点が多い。特にヒトの赤血球分化における LMO2 の
機能は明らかになっていない。 
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 本研究では、ヒトの赤血球分化において転写共役因子 LMO2 がどのように寄与し
ているかを明らかにすることとした。 
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3. 研究目的 
	 赤血球分化における LMO2 による転写制御機構、特にヒトの細胞での機能の詳細
は明らかになっていない。本研究では、ヒトの赤血球分化における LMO2 の機能を
解析することを目的とした。 
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4. 研究方法 
細胞培養 
すべての培養細胞は 37 ℃、加湿かつ 5 % CO2環境下で培養した。 
ヒト赤白血病細胞株である K562 は American Type Culture Collection（Manassas, 
VA, USA）から購入し、10 %ウシ胎児血清 (Biowest、Miami、 FL、USA )、1 %ペ
ニシリンーストレプトマイシン (Sigma, St. Louis, MO, USA) を添加した Poswell 
Park Memorial Institute (RPMI) -1640 (Sigma)で培養した。ヒト胎児腎細胞由来細
胞株 HEK293T は同じく American Type Culture Collection から購入し、10 %ウシ
胎児血清 (Biowest)、1 %ペニシリンーストレプトマイシン (Sigma) を添加した
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma)で培養した。 
K562 細胞は、ヘミン (Sigma) を最終濃度 30 μM となるように添加し 24 時間か
けて赤血球分化誘導を行った。 
ヒト CD34 陽性造血幹細胞からの赤血球分化には、末梢血幹細胞移植目的に顆粒球
コロニー刺激因子 (G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor)で動員された
末梢血単核球 (PBMCs: Peripheral Blood Mononuclear Cells) 由来のヒト CD34 陽
性細胞を使用した。ヒト CD34 陽性細胞は、凍結保存された PBMCs 浮遊液を 4500 
IU/ml の DNase1 protein (Abcam、Cambridge、UK)と 300μM の MgCl2を添加し
て 37 ℃で融解し、Ficoll-Paque PLUS（GE Healthcare、Uppsala、Sweden）を用
10 
 
いて密度勾配遠心分離した後、単核球分画を免疫磁気ビーズ細胞分離システム 
(MACS: Miltenyi Biotec、Auburn、CA、USA)を用いて分離した。ヒト CD34 陽性
細胞は、まず Stem cell factor (SCF) (100 ng/ml ) (Peprotech、Rocky Hill、NJ、USA)、
インターロイキン 3 (IL-3: interleukin 3) (50 ng/ml) (Peprotech)、顆粒球単球コロニ
ー刺激因子 (GM-CSF: Granulocyte-macrophage stimulating factor) (25 ng/ml) 
(Peprotech)を添加した StemPro-34 SFM (Invitrogen、Carlsbad、CA、USA)で 5〜
7 日間培養し増殖させ、その後 SCF (20 ng/ml)、IL-3 (5 ng/ml)、エリスロポエチン
erythropoietin (EPO) (1 U/ml) (協和発酵キリン株式会社より供与)、デキサメサゾン 
(Sigma) (2 μ M) 、 β - エ ス ト ラ ジ オ ー ル  (Sigma) (1 μ M) を 添 加 し た
StemSpanTMSFEM (STEMCELL Technologies、Vancouver、Canada)で 12 日間培
養し赤血球に分化誘導した 34)。細胞は必要時に回収し解析した。 
ヒト末梢血単核球はヘルシンキ宣言を遵守しインフォームドコンセントを得て採
取した。研究での使用は東北大学の倫理委員会によって承認された。 
 
ベンジジン染色 
	 K562 細胞のヘモグロビン集積を検討するため、K562 細胞をヘミン添加で赤血球
分化誘導した後にベンジジン染色を行った 36)。K562 細胞はリン酸緩衝液 (PBS: 
Phosphate Buffered Saline)で洗浄後、100 μl の PBS に再懸濁し、10 μl のベンジ
ジン溶液 (ベンジジン 2 mg/ml、3 % 酢酸)と 1μl の 30 % 過酸化水素水を添加し 30
11 
 
分間室温で染色した。染色後、光学顕微鏡でそれぞれのサンプルにつき合計 600 細胞
中のベンジジン陽性細胞割合を計測した。 
 
メイ・ギムザ染色 
	 	 サイトスピンにて作成し急速に乾燥させた標本に、メイ・グリュンワルド原液	 
(Merck Millipore、Billerica、MA、USA)を載せ 1 分間静置した。1/15 M	 リン酸緩
衝液 (pH 6.4)を 10 倍に希釈したリン酸緩衝液とメイ・グリュンワルド原液を 1:1 で
混合し標本に載せさらに 10 分間静置し、水道水で洗浄後、10 倍希釈リン酸緩衝液と
ギムザ液 (Merck Millipore)を 20:1 で混合し標本に載せ 15 分間静置した。 
 
プラスミド作成 
	 リアルタイム PCR における対象遺伝子の転写量を定量的に測定するため、その標
準となるプラスミドを作成した。PCR 反応により目的遺伝子の DNA 断片を作成し
pGEM TM-T Easy Vector (Promega、WI、USA)にクローニングした。 
 
定量リアルタイム PCR 
	 メッセンジャーRNA (mRNA)を含む全 RNA は、TRIzol (Invitrogen)を用いて抽出
し、相補的 DNA (cDNA: complementary DNA)は ReverTra Ace qPCR RT Kit
（TOYOBO, Osaka, Japan）を用いて合成した。リアルタイム PCR は、Quantitect 
12 
 
SYBR Green PCR master mix (QIAGEN, Valencia, CA, USA)を使用し、C1000 
Thermal Cycler（Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA）上の CFX96 Real-Time 
system で測定した。それぞれの転写量は、プラスミドコピー数で標準化し GAPDH
または 28S の mRNA 量で内部補正した。用いたプライマーを表 1 に示す。 
 
cDNA マイクロアレイ 
	 K562細胞を用いてLMO2とETO2制御遺伝子の発現プロファイル解析を行った。
siRNA による RNA 干渉法で LMO2 または ETO2 の発現を抑制し、全 RNA を抽出
し、T7 プロモーターが付加された poly dT プライマーとサル白血病ウイルス逆転写
酵素 (Monkey leukemia reverse transcriptase )を用いて mRNA を cDNA に逆転写
後、さらにこの cDNA を鋳型にし、Cy 色素 (Cy3 と Cy５)の添加後に T7 RNA 合成
酵素 (T7 RNA polymerase) で相補的 RNA (cRNA: complementary RNA) を作成し
た。Cy3 と Cy５で標識された cRNA は RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて精製しプ
ローブとして使用した。LMO2 は Human GE 4×44K expression array (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA)、ETO2 は Sure Print G3 Human GE 6×80K 
expression array (Agilent Technologies)にて cDNA マイクロアレイ解析を行った。
結果は Agilent microarray scanner (Agilent Technologies)で走査し Feature 
Extraction (Agilent Technologies)で数値化した。データの解析には GeneSpring GX 
(Agilent Technologies)を用いた。この発現変動遺伝子の遺伝子オントロジー解析 
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(Gene Ontology analysis) は 、 DAVID Bioinformatics Program 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/)にて行った。 
 
RNA 干渉 
	 K562 細胞では siGENOME human LMO2 siRNA-SMART pool (Thermo 
Scientific Dharmacon、Lafayette、CO、USA) と siGENOME human CBFA2T3 
siRNA-SMART pool (Thermo Scientific Dharmacon)を用いて一過性に LMO2 と
ETO2 の発現を抑制しそれぞれの機能解析を行った (CBFA2T3 遺伝子は ETO2 蛋白
質をコードするが、以降 ETO2 と標記する )。LMO2 siRNA の配列は、
UGACAAUGCGGGUGAAAGA、CCUCAUCAACUCUGACAUA、UGACAAUG 
-CGGGUGAAAGA、ACGAGUGGACUAAGAUCAA である。ETO2 (CBFA2T3) 
siRNA の配列は、UGAAUGAGGUGAAGCGGCA、CAGCGGAGGUGAAGACGCA、
CCAAAGAGAACGGGUCAGA、CAUUGACGAUCGAGGAGUU である。また、対
照 siRNA として、siGENOME Non-targeting siRNA pool #1 (Thermo Scientific 
Dharmacon)を用いた。K562細胞へのsiRNA導入は、Amaxa Nucleofector II （Lonza、
Basel、Switzerland）の T-016 プロトコールで Amaxa Nucleofector kit solution V 溶
液 (Amaxa, Inc.、Cologne、Germany)を使用した。2.5×106 個の K562 細胞に 0 時
間、24 時間目の２回にわたり siRNA を導入し、48 時間後に細胞を回収し解析した。 
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 ヒト CD34 陽性細胞での RNA 干渉による LMO2 の機能解析においては、LMO2
に対する shRNA を含む pGIPZ lentiviral shRNAmir (Clone ID :V3LHS_341409、 
V3LHS_62633) (Open Biosystems、Huntsville、AL、 USA)を用いた。対照 shRNA
として、non-silencing-pGIPZ lentiviral shRNAmir control (Open Biosystems)を用
いた。レンチウイルス作成には TransLentiviral packaging kit (Open Biosystems)
を使用した。レンチウイルスベクターと TransLentiviral packaging mix (Open 
Biosystems)を HEK293T 細胞に塩化カルシウム法で遺伝子導入し、72 時間培養後に
ウイルスを含む上清を回収し、Lenti-XTM Concentrator (Clontech Laboratories、
Madison、WI、USA)で濃縮した。ヒト CD34 陽性細胞へのレンチウイルスの感染は、
最終濃度 8 µg/ml になるようポリブレン（Sigma）を加え、3400 rpm、2 時間、室温
の条件で遠心することにより行い、その後 5 日間、ピューロマイシン (Puromycin) 
(0.6 µg/ml) (Sigma)を添加した赤血球分化培地で培養した。 
 
ウェスタンブロッティング 
	 細胞は、1×107個/ml になるようドデシル硫酸ナトリウム (SDS)サンプルバッフア
ー（25mM Tris、pH 6.8、 2% β-メルカプトエタノール、 3% SDS、 0.0005%ブ
ロモフェノールブルー、	 5% グリコゲン）で溶解し 98℃で 10 分間加熱処理した。
1×105 細胞分のサンプルをポリアクリルアミドゲル（12 %: GATA-1、 SCL/TAL1、 
LDB1、ETO2、α-tubulin、15 %: LMO2、 α-tubulin）にて電気泳動し、蛋白質を
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Polyvinylidene fluoride (PDVF)膜	 (Hybond-P、GE Healthcare)に転写し、一次抗
体と室温で 3 時間または 4°C で 1 晩反応させた。その後、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ (HRP: horse radish peroxidase)結合二次抗体と室温で反応させ、蛍光強度は、
ECL-Prime（GE Healthcare）、CL−X Posure TMFilm (Thermo Scientific)を用いて
半定量的に測定した。 
 
定量的クロマチン免疫沈降法 
	 転写因子とその共役因子のクロマチンへの結合を評価するため、K562 細胞を用い
てクロマチン免疫沈降法を行った 15)。1 サンプルあたりクロマチン免疫沈降反応は 2
〜3×106 個の細胞を用いた。細胞は、最終濃度 1% のホルムアルデヒド (Sigma)で
室温にて 10 分間処理することで DNA と蛋白質を架橋し、最終濃度 125 mM のグリ
シンで 5 分間震盪し架橋を停止させ- 80 ℃で保存した。細胞の溶解後に BRANSON 
SONIFIER 250 (Branson、 Danbury、 CT、 USA)を用い、出力で 40 秒の超音波
処理を 8 回繰り返すことにより DNA を断片化し、対照抗体とセファロース A また
は G (Sigma)を使って希釈したクロマチンを preclear した。免疫沈降反応において
は 900 µl のクロマチン溶液あたりそれぞれの抗体を 6 µg 使用し、4℃で 3 時間転倒
混和し反応させ、各抗体をセファロース A または G に吸着させた。セファロースを
洗浄後に DNA の溶出を行い、塩化ナトリウムを用いてクロマチンと蛋白の架橋を外
しフェノールクロロホルム抽出により DNA を精製した。DNA 量は定量リアルタイ
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ム PCR により測定した。用いたプライマーは表 1 の通りである。 
 
抗体 
	 LMO2 (ab72841)、GATA1 (ab11963)、rabbit IgG (ab37415)、goat IgG (ab37373)
は Abcam から、ETO2 (C-20)、TAL1 (C-21)、CLIM-2 (N-18)は、Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz、CA、USA)から、α-tubulin (CP06)は、Calbiochem 
(Ddarmstadt 、 Germany) か ら そ れ ぞ れ 購 入 し た 。 FITC (Fluorescein 
isothiocyanate)-labeled CD45 、 PE (Phycoerythrin)-labeled CD34 、 APC 
(Allophycocyanin)-labeled CD71 は BD Bioscience か ら 、 PE-labeled 
anti-glycophorin A (GPA ; JC159)は Dako (Glostrup、Denmark)より購入した。 
 
フローサイトメトリー 
	 細胞は PBS (Sigma)で２回洗浄し、その後、FITC 、PE、APC で標識されたそれ
ぞれの抗体を添加し 4℃で 15 分間染色後、再度 PBS で 2 回洗浄した。蛍光強度は
BD LSRFortessa（Becton Dickinson、Franklin Lakes、NJ、USA）を用いて測定
し、結果は FlowJo software（Tree Star、Ashland、OR、USA）を用いて解析した。 
 
統計解析 
統計解析には Student の t 検定 (両側検定)と Pearson のカイ二乗検定を用いた。P
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値が 0.05 未満を統計学的有意とした。 
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5. 研究結果 
LMO2 の発現低下は K562 細胞でのヘミン添加による赤血球分化誘導を抑制
する 
	 はじめに、ヒト赤白血病細胞株である K562 細胞を用いて LMO2 の機能を解析し
た。K562 細胞はヘミン添加により赤血球分化誘導されヘモグロビン産生が促進され
ることが知られている 36)。この分化誘導系を用いて LMO2 がヘモグロビン合成に関
与しているかどうかを検証した。siRNA を用いて K562 細胞の内在性 LMO2 発現を
低下させ、24 時間後からヘミン (最終濃度 30μM)を添加し赤血球分化誘導を行った 
(図 1A)。48 時間後に細胞を回収し、定量リアルタイム PCR で LMO2 mRNA の発
現量 (図 1B) とウェスタンブロッティングで LMO2 蛋白発現量 (図 1C)の低下を
確認した。一方、GATA1 の発現量に変化は認めなかった (図 1C)。ヘモグロビン合
成能を評価するためベンジジン染色を試行したところ、赤血球分化誘導にて対照細胞、
LMO2 発現抑制細胞ともにベンジジン陽性細胞の割合は有意に増加したが、LMO2
発現抑制細胞では対照細胞と比較してベンジジン陽性率の増加は有意に低下してい
た (図 1D )。分化誘導前の条件では LMO2 の発現抑制により HBB のみ対照細胞と
比べ発現の低下を認めたが (図 1E)、ヘミン添加後の分化誘導条件においては HBB、
HBA、HBG のいずれも発現低下を認めており、ベンジジン陽性率の低下に寄与して
いる可能性が示唆された (図 1D、F、G)。これらの結果より、LMO2 は K562 細胞
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の赤血球分化誘導において重要な働きをしていることが示された。 
 
K562 細胞での LMO2 制御遺伝子発現プロファイル解析 
	 LMO2 は、GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子である 11)。LMO2 の機能はマウス
赤芽球系細胞である G1E-ER-GATA1 細胞でよく解析されている。G1E-ER-GATA1
細胞は GATA1 を発現していない G1E 細胞 37)に、恒常的にエストロゲンレセプター
結合ドメインと GATA1 の融合蛋白を発現させた細胞株でありβ-エストラジオール
の添加により GATA1 の発現を誘導し赤血球分化が可能である 38)。この細胞株を用い
た発現プロファイル解析の結果、LMO2 は赤芽球における遺伝子発現に対して抑制的
に働くことが示唆されているが 16)、ヒトの赤血球分化における LMO2 の機能はまだ
明らかにされていないことが多い。そこで、siRNA 干渉により内在性 LMO2 の発現
を一過性に抑制したK562細胞由来の検体を用いてcDNAマイクロアレイにてLMO2
制御下遺伝子の発現プロファイル解析を行った。2 回の独立した解析にていずれも
LMO2 発現抑制細胞において 1.5 倍発現上昇または低下した遺伝子を抽出した。
LMO2 の発現抑制により発現上昇した遺伝子は 177 遺伝子、発現低下した遺伝子は
78 遺伝子だった (図 2A)。cDNA マイクロアレイの結果は、発現上昇していた遺伝
子のうち Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 2 (RASSF2)、
anthrax toxin receptor 2 (ANTXR2)、annexin A1 (ANXA1) (Figure 2B)、発現低下
していた遺伝子のうち spectrin beta erythrocytic (SPTB)、HBB、solute carrier 
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family 25 member 44 (SLC25A44)、hemoglobin mu (HBM) (図 2C)を定量リアルタ
イム PCR で検証した。発現低下していた遺伝子の中には赤血球分化や赤血球機能に
関連した遺伝子である HBB、HBM、SPTB、SLC25A44 が含まれていた。一方で、
一過性に LMO2 の発現を抑制した細胞においては、GATA-SCL/TAL1 複合体の構成
因子である GATA1、SCL/TAL1、LDB1 の発現に変化は認めなかった (図 2D)。ま
た、GATA1 とともに赤血球分化に関与する転写因子 EKLF、NFE2 や赤血球におけ
るヘム合成酵素(ALAS2、ALAD、UROS、UROD、CPOX、PPOX、FECH など)の
発現にも変化は認められなかった。また、LMO2 制御遺伝子群の遺伝子オントロジー
解析では、LMO2 制御遺伝子群は Signal transduction、Lipid metabolism、Transport
などに関与することがわかった (表 2)。 
	 次に、LMO2 が直接 GATA1 の標的遺伝子発現に関与するかどうか検討するため、
K562 細胞における GATA1 抗体を用いたクロマチン免疫沈降シークエンス法 (ChIP 
sequence)の結果 (n=5,749) 15)と今回の cDNA マイクロアレイの結果を比較した。発
現上昇していた 177 遺伝子のうち 26.4 %、発現低下していた 78 遺伝子のうち 23.1 %
が各々の遺伝子制御領域上に GATA1 のピークを認めた (図 2E)。cDNA マイクロア
レイで変動を認めなかった対照遺伝子 (変動が 1.2 倍未満であった計 2,000 遺伝子)
の制御領域に GATA1 ピークを認めた頻度は 17.5%であり、LMO2 に制御される遺伝
子のピークよりも少なかった (p <0.05、カイ二乗検定)。また、cDNA マイクロアレ
イで変動した GATA1 標的遺伝子の GATA 結合配列近傍 8〜12bp において、
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SCL/TAL1 の結合配列 (E-box)が認められたのは SLC4A1 のみであり、LMO2 発現
抑制により変化しなかった GATA1 標的遺伝子との相違は認められなかった。これら
の結果から、LMO2制御下遺伝子群はGATA1の標的遺伝子を有意に多く含んでおり、
LMO2はヒト赤血球分化に関与する一部のGATA1標的遺伝子の制御に寄与している
と考えられた。 
 
LMO2 と ETO2 は赤血球分化において異なる遺伝子群を制御する 
	 GATA-SCL/TAL1 複合体は、抑制性の転写共役因子である ETO2 とも結合し、ヒ
ストン脱アセチル化酵素 (HDAC: Histone Deacetylase)の結合を介したエピジェネ
ティックな抑制機構を介して赤血球分化を負に制御すると報告されている 16)39)。同一
の複合体内に存在する共役因子同士の機能的な類似性もしくは相違性を検討するた
め、siRNA 干渉により内在性 ETO2 の発現を抑制し発現プロファイルの解析を行っ
た。siRNA 干渉により内在性 ETO2 発現は定量リアルタイム PCR での mRNA 量、
ウェスタンブロッティングでの蛋白量ともに低下していた (図 3A)。1 回の解析で遺
伝子発現が 2 倍以上上昇または低下した遺伝子を抽出したところ、発現が上昇した遺
伝子は 97 遺伝子、発現が低下した遺伝子は 73 遺伝子であった (図 3B)。これまでに
報告されている結果 16)39)と一致して発現上昇した遺伝子群には赤血球関連遺伝子で
ある SLC4A1、ALAS2 が含まれていた。次に両者のマイクロアレイ解析の結果を比
較したところ、ほとんどが (ETO2 制御下遺伝子の 86.2 %、LMO2 制御下遺伝子の
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90.9 %)異なる遺伝子群を制御しており、GATA1 ChIP sequence の結果 15)に基づき
GATA1 標的遺伝子を抽出してもほとんどが異なる遺伝子群の発現 (ETO2 制御下遺
伝子の 86.8 %、LMO2 制御下遺伝子の 92.1 %)に関与していた (図 3C)。このこと
から、マウス赤芽球系細胞株で報告された結果と同様に 16)ヒトの赤血球分化において
も LMO2 と ETO2 の標的遺伝子群は大きく異なると考えられた。 
 
LMO2 は GATA-SCL/TAL1 複合体構成因子のクロマチンへの結合に重要であ
る 
	 siRNA による一過性の LMO2 発現抑制の解析では、内在性 LMO2 は
GATA-SCL/TAL1 複合体の構成因子の発現に変化を与えずに (図 2D) 、一部の
GATA1 標的遺伝子発現を制御していた (図 2A、2C)。LMO2 は複合体におけるアダ
プター蛋白のため 11)、LMO2 の発現低下がどのような機序で GATA1 制御下遺伝子の
発現低下に関与するかを明らかにする目的で、一過性に LMO2 の発現を抑制した
K562 細胞で、HBB の locus control region (LCR) (HS2、HS3)、HBA 及び SLC4A1
の遺伝子制御領域における GATA1、TAL1、LDB1 の結合量の変化を定量クロマチン
免疫沈降法により検討した。その結果、それぞれの遺伝子制御領域における LMO2
自体のクロマチンへの結合が低下すると同時に  (図  4A)、GATA1 (図  4B)、
SCL/TAL1 (図 4C)、LDB1 (図 4D)のクロマチンへの結合も低下した。一方で、LMO2
の発現低下により発現が変動しなかった NFE2 の GATA1 結合領域においては、
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LMO2 の抑制による GATA1 のクロマチン結合量に変化は認められなかった (図 4E)。
この結果から、GATA1、SCL/TAL1、LDB１などを介してその標的遺伝子群を制御
するにあたり、LMO2 の存在が重要であると考えられた。 
 
ヒト CD34 陽性細胞由来赤芽球における LMO2 の発現様式 
	 これまでヒト赤白血病細胞株 K562 細胞を用いて LMO2 の機能解析を行ったが、
K562 細胞は BCR-ABL 陽性の白血病細胞株であり、正常赤血球分化とは異なること
が想定される。そこで、よりヒトの正常造血に近い赤血球分化系で LMO2 の機能を
解析するため、G-CSF で動員したヒト末梢血単核球由来の CD34 陽性細胞を用いて
解析を行った。分離した CD34 陽性細胞は、まず SCF、IL-3、GM-CSF を添加した
無血清培地で 5〜7 日間増殖させ 39)、その後、SCF、IL-3、EPO を添加した無血清培
地で 12 日間、赤血球系へと分化させた 34)。赤血球分化を評価するため、赤血球系の
表面マーカーであるトランスフェリン受容体 (Transferrin receptor : CD71)とグリ
コフォリン A (glycophorin A: GPA)の発現をフローサイトメトリーで測定した (図 
5A)。赤血球分化に伴い CD71 と GPA の順にその発現は上昇し、分化後期には CD71
が低下した 39)。サイトスピンにより作成した細胞標本をメイ・ギムザ染色し形態学的
にも評価したところ、分化 0 日目から 3 日目では芽球様細胞、5 日目で前赤芽球様、
7 日目で好塩基性赤芽球様、9 日目から 12 日目では多染性赤芽球様と正染性赤芽球様
細胞が混在し、これまでの報告と一致して赤血球分化が誘導されていることが確認さ
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れた 35)  (図 5B)。また、赤血球分化に伴う代表的な赤血球関連遺伝子群の発現の変
化も定量リアルタイム PCR を用いて検証した。図 5C に示すように、造血幹細胞や
造血前駆細胞によく発現している GATA2 の発現量は赤血球分化に伴い低下し、一方
で赤血球関連遺伝子である HBB、HBA、SCL4A1、GPA の発現が上昇することを確
認した。内因性の LMO2 は、GATA1、SCL/TAL1 と類似した発現様式をとり赤血球
分化初期に発現が上昇し、後期には低下した (図 5C、5D)。一方、LDB1 は赤血球分
化初期から徐々に上昇し後期には一定に発現していた (図 5D)。LMO2 の発現様式に
ついては臍帯血由来 CD34 陽性細胞における赤血球分化の報告 39)と一致していた。ま
た、複合体精製では同一複合体に含まれる ETO2 については、分化初期に発現し分化
５日目には減少する発現様式になった 40)41)。複合体 LMO2 の発現が赤血球分化初期
に徐々に上昇して後期にかけて低下し、その発現様式が GATA1、SCL/TAL1 の発現
様式と類似していることは LMO2 の機能が GATA1、SCL/TAL1 に近いという報告
を支持するものと思われる 12)16)39)。 
 
LMO2 はヒト CD34 陽性細胞由来赤芽球においても赤血球関連遺伝子の発現
を制御する 
	 最後に、この CD34 陽性細胞からの赤血球分化系を用いて LMO2 の機能解析を行
った。shRNA を発現したレンチウイルスベクターが LMO2 の発現を抑制しうるか検
証するため、まず、K562 細胞に LMO2 に対する shRNA を発現したレンチウイルス
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を感染後、培地へのピューロマイシン添加によるレンチウイルス感染細胞の選択を行
った。定量リアルタイム PCR (図 6A)、ウェスタンブロッティング (図 6B)により 2
種類の shRNA 発現レンチウイルスが内在性 LMO2 を抑制しうることを確認した。こ
れらの shRNA 発現レンチウイルスを増殖後の CD34 陽性細胞に感染させ、赤血球分
化を誘導しながらピューロマイシンでの細胞選択を行った (図 7A)。5 日間の培養後、
細胞を回収し定量リアルタイム PCR で LMO2 の発現低下を確認した (図 7B)。K562
細胞における siRNA を用いた LMO2 の発現抑制の結果と同様に (図 2D)、この
shRNA 発現レンチウイルスを用いた LMO2 発現抑制においても、対照細胞と比較し
て GATA1 の発現量に有意な変化は認めず (図 7C)、GATA1 標的の赤血球関連遺伝
子である HBB、HBA、SCL4A1 の発現は有意に抑制された (図 7D)。細胞回収後の
細胞沈渣も、LMO2 の発現を抑制した方が対照細胞と比較して有意に赤みが減弱し、
ヘモグロビン合成が抑制されている可能性が示唆された (図 7E)。以上より、LMO2
はヒトCD34陽性細胞由来の赤芽球においても赤血球分化に関連するGATA1の標的
遺伝子発現に必須であると考えられた。 
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6. 考察 
	 造血幹細胞からの赤血球産生には、転写因子とその複合体、共役因子、基本転写因
子群、クロマチン修飾酵素などが関与する 1)。非 DNA 結合蛋白である LMO2 は、赤
血球分化に必須とされる GATA1 と GATA-SCL/TAL1 複合体を形成して赤血球分化
に重要な役割を果たしていると考えられているものの、その詳細な転写制御機構につ
いては明らかになっていない。この研究では、ヒト赤白血病細胞株である K562 細胞
を用いた包括的な LMO2 の発現プロファイルの解析、さらにヒト CD34 陽性細胞由
来の赤芽球を用いた赤血球分化における LMO2 の機能を解析した。 
	 Lmo2 欠損マウスは一次造血が阻害され胎生致死であり、LMO2 は赤血球分化に必
須と考えられる 25)。さらに G1E-ER-GATA1 細胞を用いた解析においては、LMO2
の発現抑制により変動を認めた遺伝子のうちほとんどは上昇したという報告もある
16) 。ヒトの赤血球分化における LMO2 の意義は未だ不明であるため、K562 細胞の
ヘミン添加による赤血球分化誘導系 (図 1)とヒト CD34 陽性細胞由来の赤血球分化
系を用いて (図 7) 、LMO2 の発現抑制による赤血球形質の変化を検討した。LMO2
の発現を抑制した K562 細胞ではヘミン添加による HBB、HBA、HBG の発現は対
照細胞と比較して低下を認め(図 1E、F、G)、CD34 陽性細胞由来の赤芽球でも赤血
球関連遺伝子 (HBB、HBA、SLC4A1)の発現は LMO2 の発現抑制により有意に抑制
された (図 7D)。そのため、いずれの結果からも LMO2 は赤血球分化の促進に寄与
していると考えられた。 
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 LMO2 は赤血球分化に必須であるが 26)27)、一方で G1E-ER-GATA1 細胞、マウス
赤白血病 (mouse erythroleukemia cell line: MEL)細胞の赤血球分化誘導における
LMO2 の強制発現においても、ベンジジン陽性細胞割合が低下することが報告されて
いる 32)33)。ヒト CD34 陽性細胞由来の赤芽球を用いた分化誘導において、LMO2 は
赤血球分化に伴って発現が上昇し分化後期には減少しており、その発現様式は
GATA1、SCL/TAL1 と類似している(図 5B、C)。したがって、LMO2 のみ過剰に発
現する状況においては生理的な GATA-SCL/TAL1 複合体を形成し標的遺伝子の発現
を制御するという機能が損なわれる可能性がある。 
	 マウス赤芽球である G1E-ER-GATA1 細胞での LMO2 制御下遺伝子の cDNA マイ
クロアレイ解析では siRNA による LMO2 の発現抑制により変動を認めた遺伝子のう
ち 96%の遺伝子発現が上昇したことが報告されている 16)。本研究ではヒト赤芽球系
でさらに詳細に LMO2 の制御下遺伝子群を明らかにするため、K562 細胞での LMO2
の発現抑制後に cDNA マイクロアレイ解析を行ったところ、177 遺伝子は発現が上昇
し、78 遺伝子は発現が低下していた (図 2A)。前述の G1E-ER-GATA1 細胞におけ
る解析と同様に、LMO2 は下流の遺伝子群の発現に抑制性に働きうる可能性が示唆さ
れた。一方、今回の K562 細胞における解析では LMO2 の発現抑制により低下した
遺伝子も 78 遺伝子認められ、HBB、SLC4A1 など GATA1 標的の赤血球形質発現に
関与する遺伝子群も含まれた (図 2A)。LMO2 に制御される遺伝子群の GATA1 との
関連を解析する目的で、GATA1 ChIP sequence の結果 15)と cDNA マイクロアレイ
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の結果を比較すると、LMO2 制御下遺伝子群 (n=255)における遺伝子制御領域内の
GATA1 のピークの存在頻度 (25.1%)は、LMO2 により制御を受けない遺伝子群から
ランダムに抽出した2,000遺伝子におけるGATA1のピークの存在頻度 (17.5 %)に比
べて有意に多く、LMO2 は一部の GATA1 標的遺伝子を直接制御し赤血球分化に関与
している可能性が示唆された (図 2E)。LMO2 が制御する遺伝子のうち残りの 
74.9 %の中には、GATA1 を含まない SCL/TAL1 複合体による機序でその遺伝子発現
制御に関与する可能性や 29)、GATA-SCL/TAL1 複合体が間接的に遺伝子制御を行う
可能性も考えられる。近年、造血前駆細胞の増殖と顆粒球の機能に重要であるとされ
ていたマイクロ RNA-223 (micro RNA-223: miR-223)が、LMO2 の 3’ 非翻訳領域 
(UTR)に結合し、LMO2 の発現制御を介して赤血球分化を抑制しているとの報告もあ
り 42)、このような miRNA による遺伝子発現制御も LMO2 を介した転写制御に関与
している可能性もある。しかし、今回の遺伝子オントロジー解析の結果 (表 2)からも
LMO2 が制御する遺伝子は血球分化に直接関与しないものも多いことが示唆された。 
	 GATA-SCL/TAL1 複合体に結合する非 DNA 結合共役因子として、LMO2 だけで
なく転写抑制因子である ETO2 も報告されている 16)39)40)41)。両者は複合体の構成因
子として細胞株の複合体精製などの生化学的解析においては同時に同定されるもの
の 18)マウス赤芽球系細胞である G1E-ER-GATA1 細胞におけるこれまでの解析では、
各々の標的遺伝子群は大きく異なることが報告されている 16)。K562 細胞を用いた今
回の解析においても同様に ETO2 と LMO2 の標的遺伝子群は大きく異なっていた。 
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K562 細胞においても ETO2 と LMO2 は同時に発現するものの、ヒト CD34 陽性細
胞からの赤血球分化においては前述の通り LMO2 の発現が分化に伴い上昇するのに
対し、ETO2 の発現は LMO2 の発現時期と異なり分化に伴い低下する。このことか
ら赤血球分化過程ではそれぞれの発現時期が異なることで、異なる複合体を形成し標
的遺伝子の発現を制御する可能性が示唆された。従って GATA-SCL/TAL1 複合体は
細胞特異的あるいは分化に伴い時間空間特異的にその複合体の構造と機能を変化さ
せうる可能性が考えられる。 
	 K562 細胞、CD34 陽性細胞由来赤芽球ともに LMO2 の発現低下により GATA1 の
標的である赤血球関連遺伝子の発現は低下していたものの、GATA-SCL/TAL 複合体
のそれぞれの構成因子の発現には変化は認められなかった (図 2D、図 6C)。LMO2
がどのようにGATA1の標的遺伝子発現を制御し赤血球分化に関与するかを検討する
ため、LMO2 が GATA-SCL/TAL1 複合体のアダプター蛋白であることも考慮して、
LMO2がこれらの因子の(A/T)GATA(A/G)配列でのクロマチンへの結合に重要な役割
をもつのではないかと推測し、それぞれの因子でクロマチン免疫沈降を行った。予想
通り HBB の LCR (HS2、HS3)、HBA、SLC4A1 の(A/T)GATA(A/G)配列において、
GATA1、TAL1、LDB1 のクロマチンへの結合が低下していた(図 4)。この詳細な分
子学的機序はいまだ不明だが、1) 構造解析にて LMO2 はクロマチン上で GATA1、
SCL/TAL1、LDB１、E2A などの E 蛋白による複合体の安定化に重要な役割を持つ
ことが示唆されている 32)33)43)44)、また 2) LMO2 の 2 つの LIM ドメインがのうち、
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GATA1 や FOG1 との結合に重要な LIM2 の機能不全マウスは胎生期に造血不全であ
り、この機序として GATA-SCL/TAL1 複合体形成不全の可能性が示唆されている 33)、
など今回の解析結果を支持する報告がある。また、GATA1 標的遺伝子であるものの
LMO2 の発現抑制により遺伝子発現に変動を認めなかった NFE2 の制御領域では
GATA1 のクロマチン結合量に変化は認められず、GATA-SCL/TAL1 複合体以外によ
る転写制御が行われている可能性が示唆された。LMO2 の発現を抑制した際の
GATA-SCL/TAL1 複合体の個々の因子同士の結合や他の共役因子との関係、クロマ
チンの状態についてはまだ不明であり、今後、検討して行く必要がある。 
	 ヒトゲノム上には 6,976,111 もの(A/T)GATA(A/G)配列があるのもかかわらず、実
際に GATA1 が結合しているのは 0.07〜0.14 %程度に過ぎない 15)20)45)。非 DNA 結合
蛋白である FOG1 はクロマチン上で GATA1 と結合し 46)47)48)、さらに FOG1 はヒス
トン脱アセチル化に関与する複合体である NuRD complex (nucleosome remodeling 
and deacetylase)と結合することで GATA1 による転写を抑制することがあるという
報告や 49)、アセチル化酵素である CBP/p300 (CREB binding protein)が GATA1 と結
合しヒストンアセチル化を介してGATA1の転写を制御することを示唆する報告があ
る 50)。また、GATA1 のクロマチンへの結合には上記の FOG1 との結合や GATA1 自
体のアセチル化が重要であるとの報告されている 48)51)52)。これらの報告は、ゲノム上
の GATA 配列以外に、GATA1 と結合しうる転写共役因子の存在、GATA1 の転写後
修飾など、GATA1 の転写を制御しうる GATA1 以外の因子の存在が重要であること
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を示唆する。LMO2 は SCL/TAL1 複合体の構成因子であるとともに、GATA1 とも
結合し２つの因子を架橋する因子でもある。LMO2 の発現抑制で変動した GATA1 標
的遺伝子の GATA 結合配列近傍 8〜12bp において、SCL/TAL1 の結合配列 (E-box)
が認められたのは SLC4A1 のみだったが、マウス赤芽球細胞株 (G1E-ER-GATA1 細
胞)の解析では、E-box 配列を持たない Hbb-b1 のプロモーター領域においても
GATA1 は SCL/TAL1 複合体とともに複合体を形成し遺伝子発現を制御し、LMO2
は GATA1 の共役因子として GATA1 と SCL/TAL1 複合体を架橋しクロマチンに集
め、GATA1 の転写制御に寄与していると考えられる 17)。本研究の結果からヒトの赤
血球分化においても、 LMO2 は転写共役因子としてクロマチン上での
GATA-SCL/TAL1 複合体の形成を介して、GATA1 標的遺伝子発現制御に関与し、赤
血球分化に寄与するのではないかと考えられた。 
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7. 結論 
 非 DNA 結合蛋白である LMO2 はヒトの赤血球分化においても重要であり、複合体
形成やその構成因子のクロマチンへの結合を介して赤血球分化に関連する遺伝子を
制御している (図 8)。 
	 赤血球分化における転写制御を理解することで、今後再生医療への応用なども期待
される。また、LMO2 は、急性リンパ性白血病発症の原因遺伝子でありびまん性大細
胞型 B 細胞性リンパ腫の予後不良因子でもある。LMO2 による転写制御を明らかに
することで、正常細胞分化や造血器疾患における転写共役因子による遺伝子制御機構
を理解する一端になると考えられる。 
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9. 表 
表 1.	 本研究で用いたプライマー   
Primers Direction  Sequence (5'→3') 
LMO2 Forward CGGCGCCTCTACTACAAACT 
  Reverse ATTGTCATCTCATAGGCACGAA 
HBB Forward TCCTGAGGAGAAGTCTGCCGT 
  Reverse GGAGTGGACAGATCCCCAAAG 
HBA Forward ACCATGGTGCTGTCTCCTG 
  Reverse GAAGTGCGGGAAGTAGGTCTT 
HBG Forward GCATGTGGATCCTGAGAACTT 
  Reverse CCTCAGGGGTGAATTCTTTG 
HBM Forward GGTCTGGGACCTGATTGC 
  Reverse CTCAGGTGCGGGAAGTAGAC 
SPTB Forward GTGCACACAGCCTTCGAG 
  Reverse TCCTGCTCCTTGTTCTGGAT 
SLC4A1 Forward AATCTGGAGCAGGAGGAATATG 
  Reverse TGATGTGGTGTGGTAGTCTGTG 
GYPA Forward GCAATGCACACTTCAACTTCTT 
  Reverse CTAGGAGTGGCTGCATATGTGT 
GATA1 Forward CATATGGTGAGCCCCCTGG 
  Reverse GGCCTCTATCACAAGATGAATG 
GATA2 Forward CCAGCTTCACCCCTAAGCAG 
  Reverse CCACAGTTGACACACTCCCG 
SCL/TAL1 Forward GCTGCTCTACAGCCTCAGC 
  Reverse GATTGTTGGTGGTGAACATAGG 
LDB1 Forward GGCAACCAAACTGACTACAGAA 
  Reverse ATGGCATCATCCTCAAAGAACT 
CBFA2T3 Forward ATTGACGATCGAGGAGTTTCAT 
  Reverse GCAGCAAGGGCAGGTTT 
SLC25A44 Forward CCTCACATTGTCTTTCAAGCTG 
  Reverse GAAGGTCAGGATGATGGAGTTC 
RASSF2 Forward TAGAACGTGTTTTTCGGGAGA 
  Reverse TCCTTTCTCTTTTCATCGGAAG 
ANTXR2 Forward TCATTGTGTTTTCTTCTCAAGCA 
  Reverse ACACGTTTTAAATCCTCCAAGC 
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ANXA1 Forward AGCCCCTATCCTACCTTCAATC 
  Reverse CTGTGCATTGTTTCGCTTAGTT 
GAPDH Forward GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT 
  Reverse GAATTTGCCATGGGTGGAAT 
28S Forward TGGGTTTTAAGCAGGAGGTG 
  Reverse CCAGCTCACGTTCCCTATTA 
HS2 Forward AGGGTGTGTGCCCAGATGTT 
  Reverse ACCCAGATAGGAGTCATCACTCTA 
HS3 Forward CACGGTGACTTTGCGAGCTGGTG 
  Reverse CTGGAACCTCTGATAGACACATCTG 
HBA -40k Forward GAACCTATCAGGGACCACAGTC 
  Reverse CCTCCAGAAGCACTGAGTCAT 
SLC4A1 +1.4k Forward AGATAAGGGTGAGCGGGACAT 
  Reverse CCACTAGGAAGTTGTCCCTGTCAT 
NECDIN Promoter Forward GAAGAGCTCCTGGACGCAGA 
  Reverse TGCAAAGTTAGGGTCGCTCAG 
NEF2 Promoter Forward GTGGAAAGAGGCAAGCAGAC 
  Reverse CTGCCTGCAACTGATAAACCT 
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表 2.	 LMO2 制御遺伝子の遺伝子オントロジー解析	 
Biological process   N p-value 
Upregulated       
  Signal transduction   30 0.018438044 
  Lipid,fatty acid and steroid metabolism   10 0.03355302 
  Lipid and fatty acid transport   4 0.038232486 
  Calcium ion homeostasis   3 0.020344881 
Downregulated       
  Transport   8 0.013806351 
  Small molecule transport   3 0.03391622 
Molecular function    N p-value 
Upregulated       
  Select regulatory molecule   15 0.000029649 
  Select calcium binding protein   10 0.006229163 
  G-protein modulator   8 0.006745749 
  Calmodulin related protein   5 0.012173704 
  Guanyl-nucleotide exchange factor   4 0.047600273 
Downregulated       
  Transfer/carrier protein   5 0.00434126 
  Mitochondrial carrier protein   3 0.009319788 
 
DAVID Bioinformatics Program を用いた遺伝子オントロジー解析。一過性 LMO2
発現抑制後の K562 細胞を用いて施行した cDNA マイクロアレイ解析において 1.5 倍
以上発現が変動した遺伝子を解析した。 
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10.   図 
図 1. LMO2 発現低下は K562 細胞でのヘミンによる赤血球分化誘導を抑制す
る 
(A) K562 細胞での siRNA 干渉による一過性 LMO2 発現抑制の方法を模式的に示し
た。  
(B,C) LMO2 と GATA1 の発現をヘミンでの赤血球分化誘導前後で定量リアルタイム
PCR (B)とウェスタンブロッティングにて確認した。LMO2 の内部補正には GAPDH
を用いた (n=3、mean±SE)。ウェスタンブロッティングの内部補正にはα-tubulin
を用いた。*,P<0.05。 
(D) ベンチジン染色 (mean±SE)。3 施行のうち代表的な１回を示す。*,P<0.05。 
(E) HBB の発現を定量リアルタイム PCR で測定した。HBB の内部補正には GAPDH
を用いた(n=3、mean±SE)。*,P<0.05。 
(F) HBA の発現を定量リアルタイム PCR。HBA の内部補正には GAPDH を用いた 
(mean±SE)。*,P<0.05。2 解析のうち代表的な１解析を示す。 
(G) HBG の発現を定量リアルタイム PCR。HBG の内部補正には GAPDH を用いた 
(mean±SE)。*,P<0.05。2 解析のうち代表的な１解析を示す。 
 
図 2. K562 細胞での LMO2 制御遺伝子発現プロファイル解析 
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(A) K562 細胞での対照 siRNA と LMO2 siRNA 干渉後の cDNA マイクロアレイ解析 
(n=2)。2 解析いずれにおいても発現が 1.5 倍以上変化したものを解析対象とした。図
においては LMO2 発現低下後の遺伝子発現変動を示す。左は LMO2 発現抑制により
発現上昇した遺伝子群、右は発現低下した遺伝子群を示し、*は GATA1 ChIP 
sequence の結果との比較にて GATA1 のピークが確認された遺伝子である。 
(B,C) cDNA マイクロアレイの検証のため定量リアルタイム PCR を行った。(B)は発
現低下していた遺伝子、(C)は発現上昇した遺伝子を示す。mRNA 内部の補正には
GAPDH を用いた (n=3、mean±SE)。*,P<0.05。 
(D) siRNA 干渉による LMO2 発現抑制後の LMO2、GATA1、SCL/TAL1、LDB１の
ウェスタンブロッティング。内部補正にはα-tubulin を用いた。 
(E) cDNA マイクロアレイの結果と GATA1 ChIP sequence の結果の比較。K562 細
胞での GATA1 ChIP sequence のデータは 15)を用いた。 
 
図 3. LMO2 と ETO2 は赤血球分化において異なる遺伝子群を制御する 
(A) K562 細胞での siRNA 干渉による一過性 ETO2 発現抑制。ETO2 の発現を定量リ
アルタイム PCR とウェスタンブロッティングにて確認した。LMO2 の内部補正には
GAPDH を用いた (n=3、mean±SE)。ウェスタンブロッティングの内部補正にはα
-tubulin を用いた。*,P<0.05。 
(B) K562 細胞での対照 siRNA と ETO2 siRNA 干渉後の cDNA マイクロアレイ解析 
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(n=2)。1 解析において発現が 2 倍以上変化したものを解析対象とした。図は ETO2
発現低下後の遺伝子発現変動度を示す。左は ETO2 発現抑制により発現上昇した遺伝
子群、右は発現低下した遺伝子群を示した。それぞれ左側に発現変動の数値を記載し
ている。*は GATA1 ChIP Sequence の結果との比較にて GATA1 のピークが確認さ
れた遺伝子である。 
(C) ETO2 制御遺伝子と LMO2 制御遺伝子の比較。左は全遺伝子、右は cDNA マイ
クロアレイの結果と GATA1 ChIP Sequence の比較後の制御遺伝子を抽出。K562 細
胞での GATA1 ChIP sequence のデータは 15)を用いた。 
 
図 4. LMO2 は GATA-SCL/TAL1 複合体構成因子のクロマチンへの結合に重
要である 
K562 細胞にて対照 siRNA と LMO2 siRNA 干渉後のβ-globin の locus control 
region (HS2、HS3)、HBA-40kb、SLC4A1 +1.4kb、NFE2 領域における LMO2 (A)、
GATA1 (B)、SCL/TAL1 (C)、LDB1 (D)のクロマチン免疫沈降 (n=3、mean±SE)。
GATA-SCL/TAL1 が結合しないことが確認されている NECDIN 遺伝子のプロモー
ター領域をコントロールとした 29)。*,P<0.05。 
 
図 5. ヒト CD34 陽性細胞由来赤芽球における LMO2 の発現様式 
(A) フローサイトメトリー解析にてトランスフェリン受容体(Transferrin receptor : 
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CD71)とグリコフォリンA (glycophorin A: GPA)陽性細胞を経時的に測定し赤血球分
化を評価した。2 解析のうち代表的な１解析を示す。 
(B) メイ・ギムザ染色にて赤血球分化を形態学的に評価した。 
(C) GATA2、HBB、HBA、SLC4A1、GPA、LMO2 の定量リアルタイム PCR 
解析 (mean±SE)。*,P<0.05。mRNA の内部補正には 28S を用いた。 2 解析のうち
代表的な１解析を示す。 
(D) LMO2、GATA1、SCL/TAL1、LDB1、ETO2 のウェスタンブロッティング。内
部補正にはα-tubulin を用いた。 
 
図 6. K562 細胞における LMO2 shRNA の選択 
(A) 対照 shRNA と LMO2 shRNA 発現レンチウイルスの感染後の LMO2 発現量を
定量リアルタイム PCR で評価した (n=3、mean±SE)。*,P<0.05。LMO2 の内部補
正には GAPDH を用いた。 
(B) ウェスタンブロッティングでも同様に LMO2 の発現低下を確認した。内部補正
にはα-tubulin を用いた。 
 
図 7. LMO2 はヒト CD34 陽性細胞由来赤芽球においても赤血球関連遺伝子の
発現を制御する 
(A)ヒト CD34 陽性細胞由来赤芽球での赤血球分化誘導と shRNA 発現レンチウイル
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スの感染による LMO2 発現抑制の方法を模式的に示した。 
(B-D) LMO2 発現抑制後の LMO2、GATA1、HBB、HBA、SLC4A1 の定量リアルタ
イム PCR。mRNA の内部補正には 28S を用いた (n=3、mean±SE)。*,P<0.05。 
 (E) 対照 shRNA と LMO2 shRNA 発現レンチウイルスを感染し分化誘導後の 5 日
目の細胞沈渣。 
 
図 8. LMO2 は GATA-SCL/TAL1 複合体構成因子のクロマチンへの結合を介
して転写を制御している 
結論を模式的に示した。 
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